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Abstract: Histopathological examination， flowcytometry (FCM) study and proliferat-
ing cel1 nuc1ear antigen (PCN A) analysis were serial1y performed during the induction of 
carcinogenesis by N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine (BBN) in the rat bladder， 
which is known to be an experimental model of human non-invasive papil1ary bladder 
cancer. Histological malignancy of the induced tumors was compared with the degree of 
cel1 proliferation by these three methods. FCM analysis revealed substantial differences of 
DNA change in bladder epithelial cel1s between the 4-week and 8-week treatment groups. 
These findings coincided with the changes observed in the histopathological examination 
concurrently performed. In the analysis of ploidies， tetraploid did not appear in the bladder 
of rats treated with BBN for 4 weeks. In PCN A analysis of epithelial cel1s in BBN -induced 
rat bladder carcinoma， PCNA-positive cel1s in the carcinoma increased with the severity of 
histopathological change. In addition， the PCN A index tended to be higher in the bladder 
of rats treated with BBN， which appeared to be histopathological1y norma1. These findings 
suggest that the PCN A index serves as one useful parameter to predict the progression and 
proliferation of bladder carcinoma. 
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瓶より自由摂取させた.各々実験開始後 4週， 8週， 12 
週， 16週および 20週間投与する群を作成し，その後 28
週まで観察した.観察期間中，経時的に一群あたり 3匹






























Fig. 2. Normal巴pith巴liumof the rat uriary blad 
d巴r(H-E， X100)目
Fig. 3. Simple hyperplasia of th巴raturinary blad-
der (H-E， X 100). 
Fig. 4. Papillonodulary hyperplasia of the rat 







Fig. 5. Transitional c巴1carcinoma grade 1 of the 
rat urinary bladd巴r(H-E，X40) 
Fig. 6. Transitional cel carcinoma grade 2 of the 
rat urinary bladder (H -E， X 40). 
Fig. 7. Squamous metaplasia of the rat urinary 
bladder (H -E， X 40) 
N-butyl-N一(4-hydroxybutyl)nitrosamineによるラット勝脱発癌における細胞増殖の解析 (541) 
中間型 G2: G 1， G3の中間型(Fig.6). 切し， O. 25 % trypsin + 0 . 05% EDT A含有 PBSを加
低分化型G3:異形成が著しくしばしば移行上皮とし え， 37'Cで30分間 incubationし，単離細胞を採取した.
ての形態を失っている. 採取した細胞はPBSで洗浄後， 70 %エタノールを添加
肩平上皮化生(squamousm巴taplasia; Sq〕 し 20'Cで保存した.
勝脱上皮の一部または全体が分化した扇平上皮によっ b) DNA ploidyの測定
て置き変わっている(Fig.7). 70 %エタノールを添加し-20'Cで保存した単離細胞
FCM用サンプノレの作成およびDNAploidyの測定 をPBSで洗浄後 RNase(500μg/ml)(Sigma Chemical 
a)ラット跨脱上皮細胞単離手順(Fig.8) Co.， USA)で処理し propidiumiodide(PI) (50μg/ml) 
摘出した勝脱に直ちにリザノミー(ジェイムス，広島〉を (Sigma)で;4'C， 20分間暗所にて染色し FACScanで解
接続， 0.25 % trypsin十0.05% EDTA含有 PBSを注入 析を行った.ラット末梢血リンパ球を対照として FCM
した.3TCで30分間 incubationした後，跨脱を milking 測定の度に，その GO/G1のピークを 50チャンネノレに合
し，内容液を回収，単離細胞を採取した.大きな腫蕩形 わせ，それ以外に2峰性にピークを認めたものを aneu
成が認められた場合は腫療を切除し，ハサミでさらに細 ploidとした.なおDNAind巴X は
small tumor large tumor 
cystectomy 
t 
connect with reservoir 
t 
infuse 0.25%trypsin， 0.05%EDTA in PBS 
t 
incubate(37t， 30 min.) 
t 
collect content after squeezing the bladder 
t 
centrifuge (1500 r.p.m.，1 Omin.) and remove upper layer 
t 
wash 2times with PBS 
f山 5in colムOC)70% ethanol 
t 



























































incubate(37t， 15 min.) 
wash 3times with PBS …j十十いい加州州山川…nd川山出仙in同閃Cωω叫叫叩…u山伽削山b凶凶附a抗御t回e
wash 3times with PBS 
t 
stain with PI(50μg/ml) 
i 
Flowcytometry 
Fig目 8.Technique of single cel suspension of the rat urinary bladder 
epithelium. 
司新本岡(542) 























方法，飼料は実験 lに準じ， BBNは少量の Tween80と
ともに 0.05%の濃度で水道水に混じ遮光瓶より自由摂



































































































































































































































































































































































































































































































































































1 20 0 3 3 3 
2 20 4 3 3 3 
320  8 3 3 3 
wks: weeks BBN : N-butyl-N-C4-hydroxybutyl)nitrosamine 
CIS : Caricinoma in situ Sq : Squamous metaplasia 
Inv : Invasive transitionl cel caricinoma 










(9匹中 6匹〉に， 8週投与群では 93.3%(15匹中 14匹〉
に， 12週(12匹)， 16週(9匹)， 20週(9匹〉の各投与群で
は全例に認められた.また PNの発生が 4週投与群では
55.6%(9匹中 5匹〉に， 8週投与群では 80.0%(15匹中
12匹〉に， 12週(12匹)， 16週(9匹)， 20週(9匹〉の投与
群では全例に認められた.癌の発生は4週投与群で
22.2 %(9匹中 2匹〉に， 8週投与群で 46.7%(15匹中 7








一方， EHBN投与群では， SHの発生が 4週投与群で
は44.4%(9匹中 4匹〉に， 8週投与群では 93.3%(15匹
中 14匹〕に， 12週(12匹)， 16週(9匹)， 20週(9匹〕の各
投与群では全例に認められ，また PNHの発生が4週投
与群では 44.4%(9匹中 4匹〉に 8週投与群では 80.0% 
N -butyl-N -(4-hydroxybutyl)nitrosamineによるラット膨脱発癌における細胞増殖の解析
性ベノレオキシダーゼを間害した.
蒸留水で洗浄後， tris-buffered saline(TBS : 0.05 M 
Tris/HC1， 0.15M NAC1， pH7.6)で5分間処理し，















BBN投与群での SHの発生は 4週投与群で 66.7% 
結





































































































































































































































































































































































































































































































































1 20 0 3 3 3 
2 20 4 3 3 3 
320  8 3  3 3 
wks: we巴ks EHBN : N-ethyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosaminp 
CIS・Caricinomain situ Sq : Squamous metaplasia 
Inv : Invasive transitionl cel caricinoma 



























































































































































































































































































































































































































































































































































































N -butyl-N -(4-hydroxybutyl)nitrosamin巴によるラット跨脱発癌における細胞増殖の解析 (545) 
(15匹中 12匹〉に， 12週(12匹)， 16週(9匹)， 20週(9匹〉
の各投与群では全例に認められた.癌の発生は 4週投与
群で 11.1%(9匹中 1匹〉に， 8週投与群で 73.3%(15匹













たが， 8週投与群では 40.0%(15匹中 6匹)， 12週投与群
では 91.7 %(12匹中 11匹)， 16週投与群では 88.8%(9 







は， 4週投与群で 22.2%(9匹中 2匹)， 8週投与群で














匹)， SHが 87.5%(8匹中 7匹〉にみられたが， PNHは
観察されなかった. BBN 4週間投与 20週屠殺群では正
常粘膜が 25.0%(12匹中 3匹)， SHが 50.0%(12匹中




のみ 42.9%(7匹中 3匹〉にみられ， 12週投与群でも G1
のみ 50.0%(8匹中 4匹〉にみられ， 16週投与群ではG1
75.0 %(8匹中 6匹)， G2 25.0%(8匹中 2匹〉に， 20週
投与群では全例に認められた. BBN投与後水道水を投
与し観察した群の癌の発生は， 4週投与 20週屠殺群では
G1のみ 8.3%(12匹中 l匹〉に， 8週間投与 20週屠殺群
では G1 25.0 %(12匹中 3匹)， G2 25.0 %(12匹中 3
匹〉に， 12週投与 20週屠殺群では G1 4l. 7 %(12匹中 5
匹)， G 2 4l. 7 %(12匹中 5匹)， 16週投与 20週屠殺群



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































group 2 4 8 7 。 。 。。。。。
2 4 16 12 6 1 。。。。
group 3 8 7 4 3 3 。。。。
2 8 12 12 。 6 6 3 3 。。。
group 4 12 8 4 4 4 。。1 。
2 12 8 12 。 10 5 5 。2 。
group 5 16 8 。。。 8 6 2 。。
2 16 4 12 。 9 3 6 。3 
(546) 岡本新司
浸潤性癌は BBN16週投与 20週屠殺群およびBBN20 1. 79 %， 8週投与群で 0.74%， 12週投与群で 5.05%， 
週投与群にのみ認められた 16週投与群で 3.73%， 20週間投与群では 11.07%であ
2)ラット BBN勝脱発癌における勝脱上皮の PCNA った.
の発現 BBN投与後水道水投与による観察群では4週投与 20
BBN非投与の対照群での PCNA indexは0.21%， 週属殺群で1.43%， 8週投与 20週屠殺群では 3.45%， 







N=27 I N=8 
p=O.029 
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Fig. 11. Correlation between histopathological findings and PCNA 





なるに従って PCNA indexが高くなる傾向がみられた BBNをマウスに投与すると非乳頭状腫湯が発生し，




のでも BBNの投与群と非投与群との比較で，投与群の を変えてさまざまな実験が行われてきた6)1叩 6).教室の過
方が PCNAindexが有意に高い結果が得られた(p< 去の実験ではC3H!H巴雌性マウスに 0.05%BBNを8



























































いて， 0.05 %BBN 4週投与群で投与終了直後の屠殺群
では PNHがみられず，また 4週投与 20週屠殺群でも
PNHは16.7%，癌の出現は 8.3%であったのに対し，
BBN8週投与群では全例 PNHまたは癌がみられた.こ












はPNHが 57.1%，癌が 42.9%に， 8週投与 20週屠殺
群ではPNHが 50.0%，癌が 50.0%であったのに対し，
BBN 12週の投与群で投与終了直後の屠殺群ではPNH
が 50.0%，癌が 50.0%， 12週投与 20週屠殺群では



























40.0 %， 12週投与群では91.7 %， 16週投与群では
88.9 %， 20週投与群では 77.8%の aneuploidpattern 
がみられた.同時に行った BBN投与群の病理組織学的
検索で4週投与群では PNHが 55.6%，癌が22.2%発








は4週投与群で 22.2%， 8週投与群で 46.7%，12週，
16週， 20週投与群ではそれぞれ 66.7%に aneuploid
patternがみられ BBN投与群， EHBN投与群ともに
















cyc1inと同じ性質を有する蛋白で， DNA polymerase-a 
の補助蛋白であることが知られている.また細胞回転向
調細胞を用いた実験では，休止期細胞ではPCNAの合
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